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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Verfahren zur Untersuchung einer Probe und konfokales Scan-Mikroskop 

(57) Ein Verfahren zur Untersuchung einer Probe (11) mit- 
tels eines konfokalen Scan-Mikroskops mit mindestens 
einer Lichtquelle (1), vorzugsweise einem Laser, zur Er- 
zeugung eines Beleuchtungslichtstrahls (4) fur die Probe 
(11) und einer Strahlablenkeinrichtung (9) zur Fuhrung 
des Beleuchtungslichtstrahls (4) uber die Probe (11) weist 
im Hinblick auf eine sichere Festlegung interessierender 
Details oder Bereiche der Probe (11) die folgenden Verfah- 
rensschritte auf: Zunachst erfolgt ein Aufnehmen eines 
Voransichtsbilds. Anschliefcend wird mindestens ein in- 
teressierender Bereich im Voransichtsbild markiert. Dann 
erfolgt ein Zuordnen individueller Beleuchtungslicht- 
strahl-Wellenlangen und/oder Beleuchtungslichtstrahl- 
Leistungen zu dem Bereich oder den Bereichen. Anschlie- 
ftend erfolgt ein Beleuchten des Bereichs oder der Berei- 
che der Probe (11) gemaB der Zuordnung. SchlieRlich 
wird das von der Probe (11) ausgehenden Reflexions- 
und/oder Fluoreszenzlicht detektiert. Des weiteren ist ein 
J konfokales Scan-Mikroskop mit mindestens einer Licht- 
quelle (1), vorzugsweise einem Laser, zur Erzeugung ei- 
nes Beleuchtungslichtstrahls (4) fur eine Probe (11) und 
einer Strahlablenkeinrichtung (9) zur Fuhrung des Be- 
leuchtungslichtstrahls (4) uber die Probe (11) angegeben, 
wobei Mittel zum Aufnahmen eines Voansichtsbilds und 
Mittel zum Markieren mindestens eines interessierenden 
Bereichs im Voransichtsbild vorgesehen sind, wobei dem 
Bereich oder den Bereichen individuelle ... 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Untersuchung einer Probe mittels eines konfokalen 
Scan-Mikroskops mit mindestens einer Lichtquelle, vor- 5 
zugsweise einem Laser, zur Erzeugung eines Beleuchtungs- 
lichtstrahls fiir die Probe und einer Strahlablenkeinrichtung 
zur Fiihrung des Beleuchtungslichtstrahls iiber die Probe. 
[0002] Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung ein 
konfokales Scan-Mikroskop mit mindestens einer Licht- 10 
quelle, vorzugsweise einem Laser, zur Erzeugung eines Be- 
leuchtungslichtstrahls fiir eine Probe und einer Strahlab- 
lenkeinrichtung zur Fiihrung des Beleuchtungslichtstrahls 
iiber die Probe. 

[0003] Ein Verfahren zur Untersuchung einer Probe mit- 15 
tels eines vScan-Mikroskops und ein konfokales Scan-Mikro- 
skop der eingangs genannten Arten sind aus der Praxis be- 
kannt. In der bekannten Scan-Mikroskopie wird eine Probe 
mit einem Beleuchtungslichtstrahl fiir die Probe beleuchtet, 
um das von der Probe emittierte Reflexions- oder Fluores- 20 
zenzlicht zu beobachten. Der Fokus des Beleuchtungslicht- 
strahls wird im Allgemeinen durch Verkippen zweier Spie- 
gel in einer Probenebene bewegt, wobei die Ablenkachsen 
meist senkrecht aufeinander stehen, so dass ein Spiegel in 
X- und der andere in Y-Richtung ablenkt. Die Verkippung 25 
der die Strahlablenkeinrichtung im Wesentlichen bildenden 
Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von Galvanometer- 
Stellelementen bewerkstelligt, wobei sowohl schnelle reso- 
nante als auch langsamere und genauere nichtresonante Gal- 
vanometer zum Einsatz kommen. Die Leistung des von der 30 
Probe kommenden Lichts wird in Abhangigkeit von der Po- 
sition des Abtaststrahls bzw. Beleuchtungslichtstrahls ge- 
messen. 

[0004] Speziell in der konfokalen Scan-Mikroskopie wird 
eine Probe mit dem Fokus eines Beleuchtungslichtstrahls in 35 
drci Dimcnsioncn abgctastct. Ein konfokales Rastcrmikro- 
skop umfasst im Allgemeinen eine Lichtquelle, eine Fokus- 
sieroptik, mit der das Licht der Lichtquelle auf eine Loch- 
blende fokus siert wird, einen Strahlteiler, eine Strahlablenk- 
einrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine 40 
Detektionsblende und Detektoren zum Nachweis des Detek- 
tions- bzw. Fluoreszenzlichts. Das Beleuchtungslicht bzw. 
der Beleuchtungslichtstrahl wird meist iiber einen Strahltei- 
ler eingekoppelt. Das von der Probe kommende Fluores- 
zenz- oder Reflexionslicht gelangt in der meist ublichen 45 
Descan-Anordnung iiber dieselben Scanspiegel bzw. iiber 
dieselbe Strahlablenkeinrichtung zuriick zum Strahlteiler 
und passiert diesen, um anschlieBend auf die Detektions- 
blende fokussiert zu werden, hinter der sich die Detektoren, 
meist Phot.omultiplier, befinden. Detektionslicht, das nicht 50 
direkt aus der Fokusregion stammt, nimmt einen anderen 
Lichtweg und passiert die Detektionsblende nicht, so dass 
man eine Punktinformation erhalt, die durch sequentielles 
Abtasten der Probe zu einem dreidimensionalen Bild fiihrt. 
Meist wird ein drcidirncnsionalcs Bild durch schichtwcisc 55 
Bilddatennahme erzielt. 

[0005] Proben werden derzeit meist iiber das gesamte 
Scan-Feld hinweg mit Licht einer Wellenlange oder simul- 
tan mit Licht mehrerer Wellenlangen beleuchtet. Aus die- 
sem Grund werden Vergleichsuntersuchungen, die darauf 60 
abzielen, Proben unter unterschiedlichen spektralen Be- 
leuchtungsbedingungen, jedoch unter sonst identischen 
Randbedingungen, zu untersuchen, sequentiell an einer 
Probe oder sequentiell an gleich praparierten Proben durch- 
gefiihrt. 65 
[0006] Bei Untersuchungen, die auf dem Fluoreszenz-Re- 
sonanz- Energy-Transfer (FRET) beruhen, werden Molekule 
optisch, beispielsweise mit Licht von 488 nm Wellenlange, 



angeregt. Das Emissionslicht dieser sogenannten Donator- 
molekiile, das im Beispielfall eine Wellenlange von ca. 
543 nm aufweisen wiirde, fiihrt iiber den sogenannten For- 
stertransfer zur Anregung eng benachbarter anderer Mole- 
kiile, der Akzeptormolekiile. Diese emittieren dann Licht 
von ca. 570 nm Wellenlange. Zur Kontrolle der Probenauf- 
bereitung bei Experimenten, die auf Fluoreszenz-Resonanz- 
Energy-Transfer (FRET) beruhen, werden derzeit vor der 
Durchfiihrung der eigentlichen Untersuchungen Testmes- 
sungen durchgefiihrt. Im Beispielfall wiirde man zunachst 
Licht mit einer Wellenlange von 543 nm einstrahlen, um die 
Akzeptormolekiile direkt anzuregen und um bei der Detekti- 
onslichtwellenlange von 570 nm ein Bild aufzunehmen. An- 
schlieBend wiirde man die Probe mechanisch, beispiels- 
weise mit einem x-y-Tisch, verfahren und an anderer S telle 
die "eigentliche" Untersuchung mit. Anregungslicht. von 
488 nm Wellenlange durchfiihren. 

[0007] Um Direktanregung des Akzeptors mit dem Licht, 
das eigentlich zur Anregung des Donators gedacht ist - im 
Beispiel 488 nm -, auszuschlieBen, kann man das Bleich- 
verhalten von Akzeptor und Donator in Direktanregung 
messen. Aus dem Vergleich der Bleichkoeffizienten bei Di- 
rektanregung mit denen bei FRET-Anregung kann auf den 
Grad der Direktanregung geschlossen werden. 
[0008] Im Idealfall miisste die Bahn des abgelenkten Be- 
leuchtungslichtstrahls auf der Probenoberflache oder bei ei- 
ner konfokalen Anordnung in einer Schichtebene in der 
Probe einen Maander beschreiben. Dabei erfolgt zunachst 
ein Abtasten einer Zeile in X-Richtung bei konstanter Y- Po- 
sition, anschlieBend eine Y-Verschiebung bei angehaltener 
X-Position und nachfolgend bei konstanter Y-Position ein 
Abfahren einer Zeile in negativer X-Richtung. In der Reali- 
tat kann eine derartige Maanderform auf grund der Massen- 
tragheit der bewegten Galvanometerbauteile und der Spie- 
gel der Strahlablenkeinrichtung nur fiir geringe Scanraten 
annahcrnd crrcicht werden. Tatsachlich beschrcibt die Scan- 
bahn des Beleuchtungslichtstrahls bei sinnvollen Scanraten 
von mehr als 100 Hz eine sinusahnliche Kurve, was eine 
Korrektur der sich daraus ergebenden Abweichungen vom 
Idealfall erforderlich werden lasst. So ist beispielsweise die 
Bahngeschwindigkeit in der Nahe der Umkehrpunkte nied- 
riger als im linearen Sinusbereich, was unter anderem zu 
verstarktem Bleichen in diesen Bereichen fiihrt. Es ist daher 
seit langem iiblich, wahrend des Durchlaufens der Umkehr- 
teilstiicke die Probenbeleuchtung mit Hilfe von mechani- 
schen, das Bildfeld eingrenzenden Blenden oder durch ge- 
eignete optische Anordnungen - beispielsweise mit aku- 
slooplischen Modulatoren (AOTF) - zu unterbrechen. Diese 
Technik der Strahlunterbrechung wahrend des Scannens 
wird Blanking genannt. Eine Anordnung mit. mechanischen 
Blenden wurde bereits 1990 in einem konfokalen Laser- 
Scan-Mikroskop der Anmelderin eingebaut. Eine Anord- 
nung mit einem akustooptischen Modulator ist in "Scientific 
and Technical Information Vol. XI, No. pp. 1, 9-19, Juni 
1995, Lcica TCS 4D UV - The system concept for Multipa- 
rameter Confocal Microscopy" beschrieben. In dieser 
Schrift werden die sinusahnliche Bahnkurve und die damit 
verbundenen Probleme erklart, wobei das Blanking jedoch 
nicht explizit erwahnt wird. Ein kontrolliertes Ausbleichen 
beliebiger vorbestimmbarer Probenbereiche mit Hilfe einer 
AOTF-Anordnung, die es ermoglicht, verschiedene Berei- 
che einer Probe mit unterschiedlicher Lichtintensitat zu be- 
leuchten, ist in P. Wedekind et al. "Scanning microphotoly- 
sis: a new photobleaching technique based on fast intensity 
modulation of a scanned laser beam and confocal imaging", 
Journal of Microscopy, Vol. 176, Pt 1, October 1994, pp 
23-33" beschrieben. Diese Schrift illustriert eine Blanking- 
Technik auf sehr hohem technischem Niveau. 
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[0009] Die Offenlegungsschrift DE 198 29 981 "Verfah- 
ren und Anordnung zur konfokalen Mikroskopie", Carl 
Zeiss Jena GmbH, beschreibt die Vermeidung des Bleich- 
problems und zusatzlich die Vermeidung des Durchblutens 
dadurch, dass die spektrale Zusammensetzung und/oder die 5 
Intensitat des in den Mikroskopstrahlengang eingekoppelten 
Laserlichts verandert wird, wahrend die Ablenkung unun- 
terbrochen fortgesetzt wird, wodurch mindestens zwei ne- 
beneinanderliegende Orte bzw. Rasterpunkte der Probe mit 
Licht unterschiedlicher Spektraleigenschaften und/oder un- 10 
terschiediicher Intensitat beaufschiagt werden. 
[0010] Bei dem bekannten Verfahren und bei dem bekann- 
ten konfokalen Scan-Mikroskop ist problematisch, dass 
nieht klar ist, wie ein auszuwertendes Detail einer Probe fur 
eine differenzierte Beleuchtung auswahlbar ist. Somit ist 15 
eine sichere Auswahl und Festlegung der in teres si eren den 
Details der Probe nicht moglich. 

[0011] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Auf- 
gabe zugrunde, ein Verfahren zur Untersuchung einer Probe 
und ein konfokales Scan-Mikroskop bereitzustellen, wo- 20 
nach eine sichere Definierung interessierender Details einer 
Probe fur eine differenzierte Beleuchtung auf einfache 
Weise ermoglicht ist. 

[0012] ErfindungsgemaB ist die voranstehende Aufgabe 
durch ein Verfahren zur Untersuchung einer Probe mit den 25 
Merkmalen des Patentanspruchs 1 gelost. Demnach weist 
das Verfahren die folgenden Verfahrensschritte auf: 
Zunachst erfolgt ein Aufnehmen eines Voransichtsbilds. 
Hierdurch wird eine bildhafte Darstellung der zu untersu- 
chenden Probe fiir den Beobachter geliefert. AnschlieBend 30 
erfolgt ein Markieren mindestens eines in teres si eren den Be- 
reichs im Voransichtsbild. Durch diese beiden Verfahrens- 
schritte ist in erfindungsgemaBer Weise eine besonders ein- 
fache Auswahl und Festlegung eines interessierenden De- 
tails einer Probe ermoglicht. Der Beobachter muB lediglich 35 
das Voransichtsbild studicrcn, um dann cine Markicrung im 
Voransichtsbild vorzunehmen. 

[0013] AnschlieBend erfolgt ein Zuordnen individueller 
Beleuchtungslichtstrahl- Wellenlangen und/oder Beleuch- 
tungslichtstrahl-Leistungen zu dem Bereich oder den Berei- 40 
chen. AnschlieBend wird der Bereich oder werden die Berei- 
che der Probe gemaB der Zuordnung beleuchtet, worauf eine 
Detektion des von der Probe ausgehenden Reflexions- und/ 
oder Fluoreszenzlichts erfolgt. Hiermit ist das Untersu- 
chungsverfahren vervollstandigt. Dabei konnen ganz indivi- 45 
duell ausgewahlte Bereiche beleuchtet werden. 
[0014] Bei einer vorteilhaften Ausgestaltung des Verfah- 
rens konnte der Beleuchtungslichts Irani zur Vermeidung ei- 
ner unerwunschten Belichtung der Probe auBerhalb des zu 
untersuchenden Berei chs oder der zu untersuchenden Berei- 50 
che derart gefuhrt werden, dass im Wesentlichen nur der 
markierte Bereich oder die markierten Bereiche der Probe 
beleuchtet werden. Der Beleuchtungslichtstrahl konnte da- 
bei den kiirzesten Weg zu dem ausgewahlten Bereich oder 
den ausgewahlten Bcrcichcn oder zwischen den ausgewahl- 55 
ten Bereichen libers treichen. 

[0015] In besonders vorteilhafter Weise konnte das Ver- 
fahren bei Untersuchungen angewendet werden, die auf 
Eluoreszenz-Resonanz-Energy-Transfer (ERET) beruhen. 
Hierdurch kann die Praparationskontrolle vereinfacht wer- 60 
den. Im Konkreten konnte in einem Bereich eine Kontroll- 
messung mit Licht der Akzeptormolekul-Anregungswellen- 
lange durchgefiihrt werden, wahrend quasi gleichzeitig in 
einem anderen Bereich eine FRET- Mes sung mit der Dona- 
tor-Anregungswellenlange durchgefiihrt wird. Die Akzep- 65 
tormolekul-Anregungswellenlange konnte beispielsweise 
543 nm betragen, wahrend die Donator-Anregungswellen- 
lange 488 nm betragen konnte. 
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[0016] Im Konkreten konnte in zwei Bereichen quasi 
gleichzeitig der jeweilige Bleichkoeffizient ermittelt wer- 
den. Dies ist insbesondere bei zeitkritischen Experimenten 
mit lebenden Proben von Interesse. 

[0017] Des weiteren konnte das MaB der Direktanregung 
des Akzeptors mit Anregungslicht fiir den Donator durch 
Messung der Fluoreszenzphotonenausbeute bei gleichzeiti- 
gem Ausbleichen des Akzeptors mit Licht der Akzeptormo- 
lekiil-Anregungswellenlange ermittelt werden. 
[0018] Denkbar ist auch, bei einer ersten Kontrollmessung 
mit der Akzeptormolekul-Anregungswellenlange die Lage 
der Akzeptormolekule festzustellen und zu speichern, um 
anschlieBend ausschlieBlich an diesen Orten mit Licht der 
Donalor-Anregungswellenlange zu beleuchten. Der Rest 
des Bilds konnte dann unbeleuchtet bleiben oder mit einer 
anderen Lichtwellenlange beobachtet werden. 
[0019] Sowohl in einer zweidimensionalen X-Y-Darstel- 
lung als auch in einer dreidimensionalen X-Y-Z-Darstellung 
konnte man den interessierenden Bereich oder die interes- 
sierenden Bereiche der Probe fiber einen Rechner und vor- 
zugsweise eine Computermaus auswahlen oder markieren. 
[0020] Uber einen derartigen Rechner konnte dann auch 
das Zuordnen individueller Beleuchtungslichtstrahl- Wellen- 
langen und/oder Beleuchtungslichtstrahl-Leistungen zu dem 
Bereich oder den Bereichen erfolgen. 
[0021] Zur Vermeidung des Beleuchtens der Probe auBer- 
halb des Bereichs oder der Bereiche konnte ein vorgebbares 
Blanking durchgefiihrt werden. Hierbei wird der Beleuch- 
tungslichtstrahl wahrend des Scannens gezielt unterbrochen, 
so dass die nicht markierten Bereiche gar nicht beleuchtet 
werden. Hierdurch wird oder werden der Bereich oder die 
Bereiche besonders hervorgehoben und der nicht markierte 
Restbereich der Probe nicht unnotig ausgeblichen. 
[0022] Zur Erzielung eines hoheren Kontrasts und zur 
Verringerung der Gesamtdatennahmezeit konnte oder konn- 
tcn der Bereich oder die Bereiche im Vcrglcich zur vcrblci- 
benden Probe langsamer und mit erhohter Photonenstatistik 
abgetastet werden. 

[0023] Die Probe konnte auBerhalb des Bereichs oder der 
Bereiche oder zwischen den Bereichen mit maxim aler Ab- 
lenkgeschwindigkeit abgetastet werden. Eine weitere Re- 
duktion der Gesamtdatennahmezeit konnte dadurch erreicht 
werden, dass die Strahlablenkung auBerhalb des Bereichs 
oder der Bereiche oder zwischen den Bereichen von der si- 
nus-, sagezahn- oder maanderformigen Strahlablenkung ab- 
weicht. Hierdurch konnten die Bereiche auf einem kiirzeren 
Weg angefahren werden. Im Idealfall konnte die Strahlab- 
lenkung zwischen zwei oder den Bereichen im Wesentli- 
chen in direkter Linie von einem Bereich zu einem anderen 
Bereich erfolgen. 

[0024] Im Hinblick auf ein konfokales Scan-Mikroskop 
ist die obige Aufgabe durch ein konfokales Scan-Mikroskop 
mit den Merkmalen des Patentanspruchs 14 gelost. Danach 
ist das konfokale Scan-Mikroskop der eingangs genannten 
Art durch Mittcl zum Aufnehmen cincs Voransichtsbilds 
und Mittel zum Markieren mindestens eines interessieren- 
den Bereichs im Voransichtsbild gekennzeichnet, wobei 
dem Bereich oder den Bereichen individuelle Beleuchtungs- 
lichtstrahl- Wellenlangen und/oder Beleuchtungslichtstrahl- 
Leistungen zuordenbar und der Bereich oder die Bereiche 
der Probe gemaB der Zuordnung beleuchtbar sind. 
[0025] Im Konkreten konnte das konfokale Scan-Mikro- 
skop ein spektral selektives Element zur Einstellung der Be- 
leuchtungslichtstrahl- Wellenlange oder -Wellenlangen auf- 
weisen. Das spektral selektive Element konnte ein AOTF - 
ein akustooptischer einstellbarer Filter -, ein AOD - ein 
akustooptischer Deflektor -, ein EOM - ein elektrooptischer 
Modulator - oder ein mechanisches Bauteil sein. Akustoop- 
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tische einstellbare Filter zeichnen sich durch hohe Flexibili- 
ty aus und ermoglichen es, die Beleuchtungslichtstrahl- 
Wellenlange sehr schnell, d. h. im Bereich von us, umzu- 
schalten, Licht einer oder mehrerer Wellenlangen zuzu- 
schalten oder die Lichtleistung zu variieren. 5 
[0026] Bin derartiges spektral selektives Element konnte 
iiber einen Rechner, vorzugsweise in Abhangigkeit von der 
Ablenkposition, steuerbar sein. 

[0027] Des weiteren konnte das konfokale Scan-Mikro- 
skop ein Element zur Einstellung der Beleuchtungslicht- 10 
strahl-Leistung aufweisen. Ein derartiges Element zur Ein- 
stellung der Beleuchtungslichtstrahl-Leistung konnte einen 
AOTF oder ein mechanisches Bauteil aufweisen. Auch das 
Element zur Einstellung der Beleuchtungslichtstrahl-Lei- 
stung konnte iiber einen Rechner, vorzugsweise in Abhan- 15 
gigkeit von der Ablenkposition, steuerbar sein. 
[0028] In besonders einf acher Weise konnte dasselbe Ele- 
ment zur Einstellung der Beleuchtungslichtstrahl- Wellen- 
lange oder -Wellenlangen und zur Einstellung der Beleuch- 
tungslichtstrahl-Leistung verwendbar sein. Hierbei kommt 20 
insbesondere ein AOTF in Frage. 

[0029] Zur Bereitstellung mehrerer unterschiedlicher Be- 
leuchtungslichtstrahl- Wellenlangen konnten mehrere Laser 
zur Erzeugung des Beleuchtungslichtstrahls vorgesehen 
sein. Alternativ konnten auch ein oder mehrere Mehrlinien- 25 
laser zur Erzeugung des Beleuchtungslichtstrahls vorgese- 
hen sein. 

[0030] Zur Darstellung und Markierung des Bereichs oder 
der Bereiche konnte ein PC verwendbar sein, auf dessen 
Monitor das Bild oder Voransichtsbild der Probe angezeigt 30 
wird. 

[0031] Die Markierung eines dreidimensionalen Bereichs 
oder dreidimensionaler Bereiche konnte in einer x,y,z-Dar- 
stellung oder in zweidimensionalen Schnittdarstellungen 
durchfuhrbar sein. 35 
[0032] Die Strahlablcnkcinrichtung konnte in besonders 
einfacher Weise Galvanometerstellelemente aufweisen. 
Derartige Galvanometerstellelemente konnten vorzugs- 
weise mit Hilfe eines Rechners steuerbar sein, mit dem die 
Strahlablenk-Geschwindigkeiten individuell an Erf order- 40 
nisse beziiglich des markierten Bereichs oder der markierten 
Bereiche anpassbar sind. 

[0033] Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre 
der vorliegenden Erflndung in vorteilhafter Weise auszuge- 
stalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die nach- 45 
geordneten Anspriiche, andererseits auf die nachfolgende 
Erlauterung eines Ausfiihrungsbeispiels der Erflndung an- 
hand der Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der 
Erlauterung des bevorzugten Ausfiihrungsbeispiels der Er- 
flndung an hand der Zeichnung werden auch im Allgemei- 50 
nen bevorzugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der 
Lehre erlautert. In der Zeichnung zeigen 
[0034] Fig, 1 in einer schematischen Darstellung das Aus- 
fiihrungsbeispiel eines erfindungsgemaBen konfokalen 
Scan-Mikroskops, 55 
[0035] Fig, 2 in einer schematischen Darstellung zwei 
mittels eines Monitors dargestellte markierte zweidimensio- 
nale Bereiche, 

[0036] Fig, 3 in einer schematischen Darstellung die mar- 
kierten Bereiche gemaB Fig, 2 mit einer sinusformigen Ab- 60 
tastbahn des Beleuchtungslichtstrahls fur die Probe, 
[0037] Fig. 4 in einer schematischen Darstellung die mar- 
kierten Bereiche gemaB Fig. 2, wobei die Bereiche spezi- 
flsch abgetastet werden, und 

[0038] Fig. 5 in einer schematischen Darstellung zwei 65 
mittels eines Monitors dargestellte markierte dreidimensio- 
nale Bereiche. 

[0039] Fig. 1 zeigt in einer schematischen Darstellung das 



Ausfiihrungsbeispiel eines erfindungsgemaBen konfokalen 
Scan-Mikroskops zur Untersuchung einer Probe 11. Das 
konfokale Scan-Mikroskop weist eine Lichtquelle 1 in Form 
eines ersten Lasers auf. Das Scan-Mikroskop weist des wei- 
teren einen zweiten Laser 2 in Form eines Multilinelasers 
auf. Die durch den ersten und den zweiten Laser 2 erzeugten 
Lichtstrahlen werden mittels eines Strahlvereinigers 3 zur 
Bildung des Beleuchtungslichtstrahls 4 vereinigt. 
[0040] Der Beleuchtungslichtstrahl 4 durchlauft einen 
AOTF 5, der mittels einer AOTF-Hochfrequenz-Ansteue- 
rung 6 betrieben wird. An den AOTF 5 schlieBt sich eine 
Strahlfalle 7 an. Das durch den AOTF 5 ausgewahlte Be- 
leuchtungslicht wird mittels eines Hauptstrahlteilers 8 auf 
eine Strahlablenkeinrichtung 9 reflekliert. An die Strahlab- 
lenkeinrichtung 9 schlieBt sich ein Objektiv 10 an, das das 
Beleuchtungslicht auf die Probe 11 leitet. 
[0041] Des weiteren ist ein Detektor 12 fiir Fluoreszenz- 
bzw. Reflexionslicht vorgesehen. 

[0042] Zur Steuerung der AOTF-Hochfrequenz-Ansteue- 
rung 6 und der Strahlablenkeinrichtung 9 ist ein Steuerungs- 
rechner 13 vorgesehen. Der Steuerungsrechner 13 ist mit ei- 
nem PG 14 und einem Monitor 15 gekoppelt. Hierdurch sind 
eine Darstellung der Probe 11 und eine Markierung der in- 
teressierenden Bereiche mittels einer Gomputermaus 31 er- 
moglicht. 

[0043] Fig. 2 zeigt in einer schematischen Darstellung 
zwei mittels des Monitors 15 dargestellte markierte zweidi- 
mensionale Bereiche 16 und 17. Die Bereiche 16 und 17 
sind mit Licht unterschiedlicher Wellenlange zu beleuchten. 
Zur Markierung der Bereiche 16 und 17 ist ein Mauszeiger 
18 vorgesehen, der iiber das Voransichtsbild 19 fiihrbar ist. 
Durch Driicken einer Maustaste wahrend des Umf ahrens der 
Bereiche 16 und 17 wird eine fiir den Benutzer sichtbare 
Umrandungslinie gezogen. 

[0044] Fig. 3 zeigt in einer schematischen Darstellung 
Probcnbcrcichc 24 und 25, die den markierten Bcrcichcn 17 
und 16 gemaB Fig. 2 entsprechen, wobei das Scanfeld 20 
entlang einer Scanbahn 23 sinusformig abgetastet wird. Der 
Probenbereich 25 wird einer Beleuchtung 21 mit der Wel- 
lenlange Xl unterworfen, wohingegen der Probenbereich 24 
einer Beleuchtung 22 mit der Wellenlange %2 unterworfen 
wird. 

[0045] Fig. 4 zeigt in einer schematischen Darstellung die 
Probenbereiche 24 und 25, wobei die Bereiche 24 und 25 
spezifisch abgetastet werden. Hierzu ist eine bereichsange- 
passte Scanbahn 26 erzeugt. Die Strahlablenkung erfolgt 
zwischen den Bereichen 24 und 25 im Wesentlichen auf di- 
rektem Weg, was ein Bleichen von Probenbereichen auBer- 
halb der Bereiche 24 und 25 verhindert und die Totzeit zwi- 
schen dem Abtasten der Probenbereiche 24 und 25 redu- 
ziert. Daruberhinaus kann zusatzlich der Beleuchtungslicht- 
strahl nach der Abtastung des Bereichs 24 mit Hilfe des 
AOTF 5 unterbrochen werden, bis die Abtastung des Be- 
reichs 25 beginnt. 

[0046] Fig. 5 zeigt in einer schematischen Darstellung 
zwei mittels des Monitors 15 dargestellte markierte dreidi- 
mensionale Bereiche 27 und 28. Des weiteren ist ein Maus- 
zeiger 29 zur Bereichsmarkierung gezeigt. Hierdurch ist ein 
dreidimensionales Voransichtsbild 30 gebildet. Auch hier 
sollen die Probenbereiche 27 und 28 mit Licht unterschied- 
licher Wellenlange und/oder unterschiedlicher Intensitat be- 
leuchtet werden. 

[0047] Hinsichtlich weiterer vorteilhafter Ausgestaltun- 
gen des erfindungsgemaBen Verfahrens bzw. des erfindungs- 
gemaBen konfokalen Scan-Mikroskops wird zur Vermei- 
dung von Wiederholungen auf den allgemeinen Teil der Be- 
schreibung sowie auf die beigefugten Patenianspriiche ver- 
wiesen. 
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[0048] SchlieBlich sei ausdriicklich darauf hingewiesen, 
dass das voranstehend beschriebene Ausfiihrungsbeispiel 
des erfindungsgemaBen konfokalen Scan-Mikroskops ledig- 
lich zur Erorterung der beanspruchten Lehre dient, diese je- 
doch nicht auf das Ausfiihrungsbeispiel einschrankt. 5 

Pat ent anspriiche 

1. Verfahren zur Untersuchung einer Probe (11) mit- 
tels eines konfokalen Scan-Mikroskops mit mindestens 10 
einer Lichtquelle (1), vorzugsweise einem Laser, zur 
Erzeugung eines Beleuchtungslichtstrahls (4) fur die 
Probe (11) und einer Strahlablenkeinrichtung (9) zur 
Fuhrung des Beleuehlungsliehlslrahls (4) Liber die 
Probe (11), mit den folgenden Verfahrensschritten: 15 

Aufnehmen eines Voransichtsbilds (19, 30); 

- Markieren mindestens eines interessierenden 
Bereichs (16, 17; 27, 28) im Voransichtsbild (19, 
30); 

- Zuordnen individueller Beleuchtungslicht- 20 
strahl-Wellenlangen und/oder Beleuchtungslicht- 
strahl-Leistungen zu dem Bereich (16, 17; 27, 28) 
oder den Bereichen (16, 17; 27, 28); 

- Beleuchten des Bereichs (24, 25) oder der Be- 
reiche (24, 25) der Probe (11) gemaB der Zuord- 25 
nung; 

- Detektieren des von der Probe (11) ausgehen- 
den Reflexions- und/oder Fluoreszenzlichts. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Beleuchtungslichtstrahl (4) derart gefuhrt 30 
wird, dass im Wesentlichen nur der markierte Bereich 
(24, 25) oder die markierten Bereiche (24, 25) der 
Probe (11) beleuchtet werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es bei Untersuchungen angewendet 35 
wird, die auf Fluorcszcnz-Rcsonanz-Encrgy-Transfcr 
(FRET) beruhen. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass in einem Bereich eine Kontrollmessung mit 
Licht der Akzeptonnolekiil-Anregungswellenlange 40 
durchgefiihrt wird, wahrend quasi gleichzeitig in einem 
anderen Bereich eine FRET-Messung mit der Donator- 
Anregungswellenlange durchgefiihrt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass in zwei Bereichen quasi gleichzeitig der 45 
jeweilige Bleichkoeffizient ermittelt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass das MaB der Direktanre- 
gung des Akzeptors mit Anregungslicht fur den Dona- 
tor durch Messung der Fluoreszenzphotonenausbeute 50 
bei gleichzeitigem Ausbleichen des Akzeptors mit 
Licht der Akzeptorrnolektil- Anregungswellenlange er- 
mittelt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Bereich (16, 17, 27, 28) 55 
oder die Bereiche (16, 17; 27, 18) iiber einen Rechner 
und vorzugsweise eine Computermaus (31) markiert 
werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Zuordnen individueller Beleuchtungs- 60 
lichtstrahl- Wellenlangen und/oder Beleuchtungslicht- 
strahl- Leistungen zu dem Bereich (16, 17; 27, 28) oder 
den Bereichen (16, 17; 27, 28) iiber den Rechner er- 
folgt. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 65 
durch gekennzeichnet, dass zur Vermeidung des Be- 
leuchtens der Probe (11) auBerhalb des Bereichs (24, 
25) oder der Bereiche (24, 25) ein vorgebbares Blan- 



king durchgefiihrt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Bereich (24, 25) oder 
die Bereiche (24, 25) im Vergleich zur verbleibenden 
Probe (11) langsamer und mit erhohter Photonenstati- 
stik abgetastet werden. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Probe (11) auBerhalb 
des Bereichs (24, 25) oder der Bereiche (24, 25) oder 
zwischen den Bereichen (24, 25) mit maximaler Ab- 
lenkgeschwindigkeit abgetastet wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Strahlablenkung auBer- 
halb des Bereichs (24, 25) oder der Bereiche (24, 25) 
oder zwischen den Bereichen (24, 25) von der sinus-, 
sagezahn- oder maanderformigen Strahlablenkung ab- 
weicht. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Strahlablenkung zwi- 
schen zwei oder den Bereichen (24, 25) im Wesentli- 
chen in direkter Linie von einem Bereich (24, 25) zu ei- 
nem anderen Bereich (25, 24) erfolgt. 

14. Konfokales Scan-Mikroskop, insbesondere zur 
Durchfiihrung eines Verfahrens nach einem der An- 
spriiche 1 bis 13, mit mindestens einer Lichtquelle (1), 
vorzugsweise einem Laser, zur Erzeugung eines Be- 
leuchtungslichtstrahls (4) fur eine Probe (11) und einer 
Strahlablenkeinrichtung (9) zur Fiihrung des Beleuch- 
tungslichtstrahls (4) iiber die Probe (11), gekennzeich- 
net durch Mittel zum Aufnehmen eines Voransichts- 
bilds (19, 30) und Mittel zum Markieren mindestens ei- 
nes interessierenden Bereichs (16, 17; 27, 28) im Vor- 
ansichtsbild (19, 30), wobei dem Bereich (16, 17; 27, 
28) oder den Bereichen (16, 17; 27, 28) individuelle 
Beleuchtungslicht strahl-Wellenlangen und/oder Be- 
leuchtungslichtstrahl- Leistungen zuordenbar und der 
Bereich (24, 25) oder die Bereiche (24, 25) der Probe 
(11) gemaB der Zuordnung beleuchtbar sind. 

15. Konfokales Scan-Mikroskop nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein spektral selektives 
Element zur Einstellung der Beleuchtungslichtstrahl- 
Wellenlange oder -Wellenlangen vorgesehen ist. 

16. Konfokales Scan-Mikroskop nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass das spektral selektive 
Element ein AOTF (5), ein AOD, ein EOM oder ein 
mechanisches Bauteil ist. 

17. Konfokales Scan-Mikroskop nach Anspruch 15 
oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass das spektral se- 
lektive Element iiber einen Rechner (13), vorzugsweise 
in Abhangigkeit von der Ablenkposition, steuerbar ist 

18. Konfokales Scan-Mikroskop nach einem der An- 
spriiche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
Element zur Einstellung der Beleuchtungslichtstrahl- 
Leistung vorgesehen ist. 

19. Konfokales Scan-Mikroskop nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Element einen 
AOTF (5) oder ein mechanisches Bauteil aufweist. 

20. Konfokales Scan-Mikroskop nach Anspruch 18 
oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass das Element 
iiber einen Rechner (13), vorzugsweise in Abhangig- 
keit von der Ablenkposition, steuerbar ist. 

21. Konfokales Scan-Mikroskop nach einem der An- 
spriiche 18 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass das- 
selbe Element zur Einstellung der Beleuchtungslicht- 
strahl-Wellenlange oder -Wellenlangen und zur Ein- 
stellung der Beleuchtungslichtstrahl-Leistung ver- 
wendbar ist. 

22. Konfokales Scan-Mikroskop nach einem der An- 
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spruche 14 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass meh- 
rere Laser (2) zur Erzeugung des Beleuchtungslicht- 
strahls (4) vorgesehen sind. 

23. Konfokales Scan-Mikxoskop nach einem der An- 
spriiche 14 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass ein 5 
oder mehrere Mehrlinienlaser zur Erzeugung des Be- 
leuchtungshchtstrahls (4) vorgesehen sind. 

24. Konfokales Scan-Mikroskop nach einem der An- 
spriiche 14 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Darstellung und Markierung des Bereichs (16, 17; 27, 10 
28) oder der Bereiche (16, 17; 27, 28) ein PC (14) ver- 
wendbar ist, auf des sen Monitor (15) das Bild oder Vor- 
ansichtsbild (19, 30) der Probe (11) angezeigt wird. 

25. Konfokales Scan-Mikroskop nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Markierung eines 15 
dreidimensionalen Bereichs oder dreidimensionaler 
Bereiche in einer x,y,z-Darstellung oder in zweidimen- 
sionalen Schnittdarstellungen durchfiihrbar ist. 

26. Konfokales Scan-Mikroskop nach einem der An- 
spriiche 14 bis 25, dadurch gekennzeichnet, dass die 20 
Strahlablenkeinrichtung (9) Galvanometerstellele- 
mente aufweist. 

27. Konfokales Scan-Mikroskop nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Galvanometerstell- 
elemente vorzugsweise mit Hilfe eines Rechners (13) 25 
steuerbar sind, mit dem die Strahlablenk-Geschwindig- 
keiten individuell an Erfordernisse beziiglich des mar- 
kierten Bereichs oder der markierten Bereiche anpass- 
bar sind. 

30 
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